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MnilVFAUX VABIANTS DE L 'APni IPOPRQTEINE A-l 

La pr6sente invention concerne un nouveau variant de 
l-apolipoprot6ine A-l. Elie concerne aussi tout acide nucl§ique codant pour ce 
nouveau variant. Elle concerne 6galement i'utilisation de ces prot6ine ou 
acides nucl6iques dans un but th6rapeutique. Pius particulierement. 
l-invention concerne un nouveau variant de Tapolipoprot^ine A-l comportant 
notamment une mutation en position 151. 

Uapolipoprot6ine A-l (apoA-l) est le constituant majeur des 
lipoprot6ines de haute density (HDL), qui sont des complexes 
macromol§culaires composes de cholesterol, phospholipides et de 
triglycerides. L"apoA-l est une prot6ine constituee de 243 acides am.nes. 
synthetis6e sous la forme d'une pr6proprot6ine de 267 r6sidus. ayant une 
masse moleculaire de 28.000 daltons. La forme pr6pro de PapoA-l est 
synth6tis6e chez Thomme t la fois par le foie et I'intestin. Cette forme de 
15 prot^ine est ensuite cliv6e en proproteine qui est secr6t6e dans le plasma. 
Dans le compartiment vasculaire. la proapoA-l est alors transform6e en 
prot§ine mature (243 acides amines) par action d'une protease calcum 
dependante. L'apoA-l a un role de structure et un role actif dans le 
m^tabolisme des lipoprot6ines: i'apoA-l est notamment un cotacteur de la 
I6cithine cholesterol acyltransf6rase (LCAT). responsable de rest6rif.cat.on 
du cholesterol plasmatique. 

Le niveau de cholest§rol contenu dans la fraction HDL et la 
concentration plasmatique de I'apoA-l sont des facteurs de risque n6gatifs 
pour le d6veloppement de l'ath6rosclerose chez Thomme. Les 6tudes 
25 epidemiologiques ont en effet d6montre une correlation inverse entre les 
concentrations de cholesterol HDL et d'apoA-l et Tincidence des malad.es 
cardio-vasculaires (E. G. Miller et al. Lancet, 1977:965-968). En revanche, 
une longevity serait associ6e avec un taux de cholesterol HDL eieve. 
Recemment. le r6le protecteur de I'apoA-l a 6te demontr^ dans un modeie de 
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souris transg6niques exprimant I'apolipoproteine A-l humaine (Rubin et al. 
Nature). De mime. Tinfusion des HDL chez le lapin induit une regression des 
l6sions (Badimon et al. J. Clin, invest. 85. 1234-41. 1990). Differents 
m6canismes ont 6t6 proposes pour expliquer I'effect protecteur des HDL, et 
notamment un role des HDL dans le transport Inverse du cholesterol 
(Fruchart et al. Circulation. 87: 22-27, 1993) et une action antiioxydant des 
HDL (Forte T., Current Opinion in Lipidology, 5: 354-364, 1 994)). 

Le g6ne codant pour I'apoA-l a ete clone et s§quenc6 (Sharpe et al.. 
Nucleic Acids Res. IM (1984) 3917). Ce g§ne. d'une longueur de 1883 pb. 
comprend 4 exons et 3 introns. L'ADNc codant pour I'apoA-l a 6galement 6t6 
dicrit (Law et al.. PNAS 81 (1984) 66). Cet ADNc comprend 840 pb (Cf SEO 
ID n° 1). Outre la forme sauvage de TapoA-l, diff6rents variants natureis ont 
ete decrits dans Tart ant6rieur, dont les differences par rapport ^ la proteine 
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La pr6sente invention d^coule de la mise en Evidence tfune nouvelle 
s6rie de variants de I'apolipoprot^ine A-l. Cette s6rie de variant pr^sente en 
particulier une substitution du r6sidu arginine en posrtion 151 par un r6s.du 
cysteine. Le variant d'apoA-l selon Invention pr6sente des propr.etes 
5 th^rapeutiques remarquables. En particulier. il possede des propn^t^s de 
protection anti-ath6rog6ne particuii^rement importantes. Ainsi. dans une 
srtuation de niveaux extremement bas de cholesterol dans la fraction HDL. 
associ^e ^ une hypertriglyc6ridemie. la presence de ce variant pr^.v,ent le 
d^veloppement de toute atheroscl6rose, t^moignant d'un r5le protecteur tr6s 
10- puissant, specitique ^ cette apoA-1 mutee. En outre, la presence d'une 
cystd^ine sur I'apoA-l selon I'invention entratne la tormation de d.m.res et 
d-autres complexes relics par un pont disulfure. Cette apoA-l se retrouve 
sous torme libre dans le plasma, liee en dim^re . elle-meme ou assoc.^e 
avec rapolipoprot6ine A-ll qui est une autre proteine importante assoc.ee au 
15 HDL et qui possede aussi une cysteine dans sa sequence. Par ailleurs. la 
perte de la charge Ii6e ^ I'arginine en position 151 entratne la visualisation 
de ce mutant par 6lectroisofocalisation des prot^ines plasmatiques su.v, 
d'une r6v6iation immunologique de I'apoA-l. 

Compte tenu de ses propri6t6s anti-ath6rog6nes particulierement 
remarquables. cette nouvelle proteine selon I'invention offre un avantage 
therapeutique important dans le traitement et la prevention des patholog.es 
cardiovasculaires. 

un premier obiet de I'invemlon corweme done une s6rie de variants de 
■•apolipoproteine A-l humaine oomprenant une cysteine en pos,t.on 151. La 
sequence d'acides amines de I'apoA-l de r«6rence es. d6=ri,e dans la 
llnsrature (C Law pr*citee). Cette siquence. incluan, la 
Wsldus 1 a 24), est pr^sentSe sur la sSquenoe SEQ ID n 1 Une 
caraet.ris.ique des variants selcn Unventicn reside done dans >^ ^^^^"^^ 
tfune cysteine en position 151 de I'apcA-l mature (ccrrespondant i la 
position 175 sur la sequence SEQ ID n» 1), en substitution de larg,n,ne 
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pr^sente dans la sequence de r6f6rence. Un variant pr6f6r6 selon I'invent.on 
comprend la sequence peptidique SEQ ID n" 2. et. encore pUiS 
pref6rentiellement. la sequence peptidique comprise entre les r6s.dus 68 a 
267 de la sequence SEQ ID n^ 1. le residu 175 6tant substitu6 par une 

5 cysteine. 

Les variants selon invention sont representes notamment par I'apoA-l 
Paris, c'est-^-dire une apoA-I pr6sentant une cysteine en position 151 par 
rapport ^ I'apoA-l native. Les variants selon I'invention peuvent 6gaiement 
porter d'autres modifications structurales par rapport ^ I'apolipoprote.ne A-l 
de r^f^rence, et notamment d'autres mutations. d6l6tions et/ou additions. 
Selon un mode particulier. les variants de I'invention comprennent 6galement 
d-autres mutations conduisant au remplacement de r^sidus par des 
cysteines. Ainsi, un autre variant particulier combine les mutation pr6sentes 
dans le variant apoA-l Paris et apoA-l milano. D'autres mutations peuvent 
6galement ^tre presentes affectant des residus ne modifiant pas de man.ere 
significative les propri6t6s de TapoA-l. L'activit^ de ces variants peut etre 
v6rif i§e notamment par un test d'elflux du cholesterol. 

Les variants selon I'invention peuvent 6tre obtenus de differentes 
fagons lis peuvent tout d'abord Stre synth6tis6s chimiquement. grace aux 
techniques de l^homme du metier utilisant des synth6tiseurs de peptides. Us 
peuvent 6galement .tre obtenus ^ partir de l-apoA-l de reference, par 
mutation(s). Avantageusement. il s'agit de prot6ines recombinantes. c est-^.- 
dire obtenues par expression dans un h6te cellulaire d'un acide nucl6.que 
correspondant comme d6crit plus loin. 

comme indiqu6 plus haut. les variants selon I'invention peuvent se 
trouver sous forme monom6rique ou sous forme de dim6re. La presence 
d-une cysteine au moins dans la sequence des variants de Tinvention permet 
en effet la realisation de dim^res par liaison disulfure. II peut sag.r 
d-homodimeres. c'est ^ dire de dimeres comprenant deux variants selon 
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I'invention (exemple : diApoA-l Paris); ou d"h6t6rodim6res. c'est ^ d.re de 
dimeres comprenant un variant selon Invention et une autre molecule 
poss6dant une cysteine libre (exemple :ApoA-l Paris:Ap6AII). 

Un autre objet de I'invention r6side dans un acide nucl6ique codant 
pour un variant d'apolipoprot^ine A-l tel que defini ci-avant. L'acide nucl^ique 
de la pr6sente invention peut §tre un acide desoxyribonucl6ique (ADN) ou un 
acide ribonuci6ique (ARN). Pam.i les ADN. il peut s'agir d'un ADN 
compl^mentaire (ADNc). d'un ADN genomique (ADNg). d'une sequence 
hybride ou d'une sequence synth6tique ou semi-synth6tique. II peut en outre 
s'agir d'un acide nucleique modifi§ chimiquement. par exemple en vue 
d-augmenter sa resistance aux nucleases, sa penetration ou son c.blage 
cellulaires. son etiicacitfe therapeutique, etc. Ces acides nucl6iques peuvent 
etre d'origine humaine. animale, v6g6tate. bact^rienne. virale. synth6t.que. 
etc lis peuvent 6tre obtenus par toute technique connue de I'homme du 
metier, et notamment par criblage de banques. par synthase chimique. ou 
encore par des m6thodes mixtes incluant la modification chimique ou 
enzymatiqe de sequences obtenues par criblage de banques. 

Avantageusement. l'acide nucl6ique est un ADNc ou un ADNg. 

Pr6f6rentiellement, l'acide nucl6ique selon I'invention comprend la 
sequence SEQ ID n» 2. Encore plus preterentiellement. il comprend la 
sequence SEQ ID n° 10. 

L'acide nucieique selon I'invention comprend avantageusement une 
region promotrice de la transcription lonctionnelle dans la cellule ou 
1-organisme cible. ainsi qu'une region situ6e en 3'. et qui specHie un signal de 
fin transcriptionnelle et un site de polyadenylation. L'ensemble de ces 
elements constitue la cassette d'expression. Concemant la region promotrice. 
il peut s'agir de la region promotrice naturellement responsable de 
I'expression du gene de I'apoA-l ou d'un variant de I'ApoA-l lorsque celle-ci 
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est susceptible de fonctionner dans la cellule ou I'organisme concem6s. II 
peut egalement s'agir de regions d'origine ditf6rente (responsables de 
I'expression d'autres prot^ines. ou m§me synthetiques). Notamment, il peut 
s'agir de sequences promotrices de genes eucaryotes ou viraux. Par 
exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du g6nome de la 
cellule cible. Parmi les promoteurs eucaryotes. on peut utiliser tout promoteur 
ou sequence deriv6e stimulant ou r6primant la transcription d'un g§ne de 
tagon sp^citique ou non, inductible ou non. forte ou faible. II peut s'agir en 
particulier de promoteurs ubiquitaires (promoteur des genes HPRT, PGK. 

I vimentine. a-actine. tubuline. etc), de promoteurs de genes th6rapeutiques 
(par exemple le promoteur des genes MDR. CFTR. Facteur VIII, etc) de 
promoteurs specifiques de tissus (promoteur du g6ne pyruvate kinase, villine. 
prot6ine intestinale de liaison des acides gras. a-actine du muscle lisse, etc) 
ou encore de promoteurs r6pondant un stimulus (r6cepteur des hormones 

5 steroTdes. r6cepteur de I'acide r6tinoique. etc). De meme. il peut s'agir de 
sequences promotrices issues du genome d'un virus, tel que par exemple les 
promoteurs des g6nes E1A et MLP d'adenovirus. le promoteur pr6coce du 
CMV, le promoteur du LTR du RSV. etc. En outre, ces regions promotrices 
peuvent etre modifiees par addition de sequences d'activation, de r6gulatipn. 
20 ou.permettant une expression tissu-sp6citique ou majoritaire. 

Par ailleurs. I'acide nucleique peut egalement comporter une 
sequence signal dirigeant le prodult synth6tis6 dans les voies de s6cr§tion de 
la cellule cible. Cette sequence signal peut etre la sequence signal naturelle 
de I'apoA-l, mais il peut egalement s'agir de toute autre sequence signal 
25 fonctionnelle, ou d'une s6quence signal artificielle. 

L'acide nucleique selon I'invention peut §tre utilis6 pour produire les 
variants d'ApoA-l recombinants par expression dans une cellule h6te 
recombinee, ou directement comme medicament dans des applications de 
th6rapie genique ou cellulaire. 
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Pour la production de variants recombinants selon invention. I'acide 
nucl6ique est avantageusement incorpor6 a un vecteur plasmidique ou viral, 
qui peut §tre t replication autonome ou int§gratif. Ce vecteur est ensuite 
utilise pour transfecter ou infecter une population cellulaire choisie. Les 
5 cellules transfect6es ou infect6es ainsi obtenues sont alors cultiv6es dans 
des conditions permettant I'expression de I'acide nucleique. et le variant 
d'apoA-l recombinant selon I'invention est isol6. Les hotes cellulaires 
utilisables pour la production des variants de I'invention par voie 
recombinante sont aussi bien des hotes eucaryotes que procaryotes. Parmi 
10 les h6tes eucaryotes qui conviennent. on peut citer les cellules animates, les 
levures. ou les champignons. En particulier. s'agissant de levures, on peut 
citer tes levures du genre Saccharomyces. Kluyveromyces. Pichia. 
Schwanniomyces. ou Hansenula. S'agissant de cellules animates, on peut 
citer les cellules COS. CHO. CI27. NIH-3T3. etc. Parm\ tes champignons, on 
15 peut citer plus particuli§rement Aspergillus ssp. ou Trichoderma ssp. Comme 
hotes procaryotes. on pr6f6re utiliser les bact6ries suivantes E.coli. Bacillus, 
ou Streptomyces. Le variant ainsi isole peut 6tre ensuite conditionne en vue 
de son utilisation th6rapeutique. 

Selon un mode particulierement int6ressant, Kacide nucteique selon 
20 I'invention est utilis6 directement ^ titre de medicament, dans des 
applications de th6rapie g6nique ou cellulaire. A cet 6gard. il peut etre utilise 
tel quel, par injection au niveau du site ^ traiter ou incubation avec des 
cellutes en vue de leur administration. II a en effet 6te decrit que les acides 
nucteiques nus pouvaient p6n6trer dans les cellutes sans vecteur particulier. 
25 N6anmoins. on pref6re dans le cadre de la pr6sente invention utiliser un 
vecteur d'administration. permettant d'am6liorer (i) I'efficacite de la 
penetration cellulaire. (ii) le ciblage (iii) la stabilite extra- et intracellulaires. 

Selon un mode particulier. la presente invention concerne done un 
vecteur comprenant un acide nucieique tel que deHni ci-avant. 
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Diff6rents types de vecteurs peuvent 6tre utilis6s. II peut s'agir de. 
vecteurs viraux ou non viraux. 

Dans un mode pr6f6r6. le vecteur de invention est un vecteur viral. 

L'utilisation de vecteurs viraux repose sur les propri6tes naturelles de 
5 transfection des virus. II est ainsi possible d'utiliser les adenovirus, les 
herpes virus, les retrovirus les virus adeno associ§s ou encore le virus de la 
vaccine. Ces vecteurs s'avdrent particuli§rement performants sur le plan de 
la transfection. 

S'agissant plus particuli6rement d'ad§novirus. diff6rents serotypes. 
10 dont la structure et les proprietes varient quelque peu. ont 6t6 caract6ris6s. 
Parmi ces serotypes, on pref^re utiliser dans le cadre de la presente 
invention les adenovirus humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) ou les 
adenovirus d'origine animaie (voir demande W094/26914). Parmi les 
adenovirus d'origine animaie utilisables dans le cadre de la presente 
15 invention on peut citer les adenovirus d'origine canine, bovine, murine, 
(exemple : Mavl. Beard et al.. Virology 75 (1990) 81). ovine, porcine, aviaire 
ou encore simienne (exemple : SAV). De preference. I'adenovirus d'origine 
animaie est un adenovirus canin. plus pr6ferentiellement un adenovirus 
CAV2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. De 
20 preference, on utilise dans le cadre de I'invention des adenovirus d'origine 
humaine ou canine ou mixte. 

Preferentiellement. les adenovirus d6fectifs de I'invention comprenent 
les ITR, une sequence permettant I'encapsidation et I'acide nucieique 
d'interet.' Encore plus preferentiellement. dans le genome des adenovirus de 
25 I'invention. la region E1 au moins est non fonctionnelle. Le gene viral 
corisidere peut etre rendu non fonctionnel par toute technique connue de 
I'homme du metier, et notamment par suppression totale. substitution, 
deletion partielle. ou addition d'une ou plusieurs bases dans le ou les g6nes 
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consid6res. De telles modifications peuvent dtre obtenues in vitro (sur de 
I'ADN isol6) ou in situ, par exemple, au moyens des techniques du g6nie 
g6n6tique. ou encore par traitement au moyen d'agents mutag6nes. D'autres 
regions peuvent 6galement §tre modifi6es, et notamment la region E3 
5 (WO95/02697). E2 (W094/28938). E4 (W094/28152. W094/12649. 
WO95/02697) et L5 (WO95/02697). Seion un mode particulierement pr6fer§, 
on utilise dans le cadre de la pr6sente invention un adenovirus recombinant 
pr6sentant une d6l6tion de tout ou partie des r6gions E1 et E4. Ce type de 
vecteur off re en effet des proprietes de s6curit6 particulierement 
10 avantageuses. 

Les adenovirus recombinants d6fectifs selon i'invention peuvent fetre 
prepares par toute technique connue de I'homme du metier (Levrero et al.. 
Gene 101 (1991) 195. EP 185 573; Graham. EMBO J. 3 (1984) 2917). En 
particuiier. ils peuvent etre prepares par recombinaison homologue entre un 
15 adenovirus et un plasmide portant entre autre I'acide nucieique ou la cassette 
de I'invention. La recombinaison homologue se produit apres co-transtection 
desdits adenovirus et plasmide dans une lignee cellulaire appropri6e. La 
lignee cellulaire utilis6e doit de preference (i) etre transformable par lesdits 
elements, et (ii). comporter les sequences capables de complementer la 
20 partie du genome de Tadenovirus defectif . de preference sous forme integr6e 
pour eviter les risques de recombinaison. A titre d'exemple de lignee. on peut 
mentionner la lignee de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. 
Gen. Virol. 36 (1977) 59) qui contient notamment, integr6e dans son genome, 
la partie gauche du genome d'un adenovirus Ad5 (12 %). D'autres lignees ont 
25 ete decrites dans les demandes n» WO 94/26914 et WO95/02697. 

Ensuite. les adenovirus qui se sent multiplies sent recuperes et 
purifies selon les techniques classiques de biologie moleculaire, comme 
illustre dans les exemples. 



wo 96/37608 



PCT/FR96/0(r747 



10 



Concemant les virus ad6no-associ6s (AAV), il s'agit de virus & ADN de 
taille relativement r6duite. qui s'integrent dans le genome des cellules qu'ils 
infectent. de manlere stable et site-sp6cifique. lis sont capables d'infecter un 
large spectre de cellules, sans induire d'effet sur la croissance. la 

5 morphologie ou la differenciation cellulaires. Par ailleurs. ils ne semblent pas 
impliques dans des pathologies chez I'homnne. Le g6nome des AAV a 6t6 
clone s6quenc6 et caracteris6. II comprend environ 4700 bases, et contient ^ 
chaque extr6mit6 une region r6p6t6e invers6e (ITR) de 145 bases environ, 
servant d'origine de replication pour le virus. Le reste du genome est d.v.s6 

10 en 2 regions essentielles portant les lonctions d'encapsidation : la part.e 
gauche du gfenome. qui contient le g6ne rep Implique dans la replication 
virale et Texpression des g6nes viraux; la partie droite du genome, qu. 
contient le gene cap codant pour les proteines de capside du virus. 

Lutllisation de vecteurs d6riv6s des AAV pour le translert de genes in 
15 vitro et in vivo a 6t6 d6crite dans la litterature (voir notamment WO 91/18088; 
WO 93/09239; US 4.797,368. US5.1 39.941. EP 488 528). Ces demandes 
d6crivent diff6rentes constructions d6riv6es des AAV. dans lesquelles les 
g6nes rep et/ou cap sont d6l6t6s et remplac6s par un g6ne d'int6r§t. et leur 
utilisation pour transferer in vitro (sur cellules en culture) ou in v.vo 
20 (directement dans un organisme) ledrt gene d'intergt. Les AAV recombinants 
detectifs selon Tinvention peuvent etre prepares par co-transfection. dans un 
lignee celluiaire infectee par un virus auxiliaire humain (par exemple un 
adenovirus), d'un plasmide contenant I'acide nucieique ou la cassette de 
I'invention bordee de deux regions repetees invers6es (ITR) d'AAV. et d'un 
25 plasmide portant les genes d'encapsidation (genes rep et cap) d'AAV. Les 
AAV recombinants produits sont ensuite purifies par des techniques 
classiques (voir notamment WO95/06743). 

Concernant les virus de I'herpes et les retrovjrus. la construction de 
vecteurs recombinants a ete largement decrite dans la litterature : voir 
30 notamment Breakfield et al., New Biologist 3 (1991) 203; EP 453242. 
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EP178220. Bernstein et al. Genet. Eng. 7 (1985) 235; McCormick. 
BioTechnology 3 (1985) 689. etc. En particulier. les retrovirus sont des virus 
integratifs. infectant s6lectivement les cellules en division, lis constituent 
done des vecteurs d'int6ret pour des applications cancer. Le g6nome des 
5 retrovirus comprend essentiellement deux LTR. une sequence 
d-encapsidation et trois regions codantes (gag. pol et env). Dans les vecteurs 
recombinants d6r.v6s des retrovirus, les gdnes gag. pol et env sont 
generalement deletes, en tout ou en partie. et remplaces par une sequence 
d'acide nucieique heterologue d'interet. Ces vecteurs peuvent etre realises ^ 
10 partir de dilterents types de retrovirus tels que notamment le MoMuLV 
("murine moloney leukemia virus"; encore designe MoMLV). le MSV Cmurine 
moloney sarcoma virus"), le HaSV ("harvey sarcoma virus"); le SNV ("spleen 
. necrosis virus"); le RSV ("rous sarcoma virus") ou encore le virus de Friend. 

Pour constmire des retrovirus recombinants comportant I'acide 
15 nucieique ou la cassette de rinvention, un plasmide comportant notamment 
les LTR. la sequence d'encapsidation et I'acide nucieique ou la cassette est 
construit. puis utilise pour transfecter une lignee cellulaire dite 
d-encapsidation. capable d'apporter en trans les lonctions retrov.rales 
deficientes dans le plasmide. Generalement. les lignees d'encapsidat.on sont 
20 done capables d'exprimer les genes gag. pol et env. De telles lignees 
d-encapsidation ont ete decrites dans Tart anterieur. et notamment la lignee 
PA317 (US4.861.719); la lignee PsiCRlP (WO90/02806) et la lignee 
GP+envAm-12 (WO89/07150). Par ailleurs. les retrovirus recombinants 
peuvent comporter des modrtications au niveau des LTR pour suppnmer 
25 ractivite transcriptionnelle. ainsi que des sequences d'encapsidat.on 
etendues. comportant une partie du gene gag (Bender et al.. J. V.rol. 61 
(1987) 1639). Les retrovirus recombinants produfts sont ensuite purifies par 
des techniques classiques. 

Pour la mise en oeuvre de la presents invention, il est tout 
30 particulierement avantageux d'utiliser un adenovirus ou un retrovirus 
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recombinant d6fecti1. Ces vecteurs poss6dent en effet des propr.et^s 
particuli^rement intferessantes pour le transport de g^nes codant pour des 
apolipoprotfeines. Les vecteurs ad6noviraux selon rinvention sont 
particuli^rement avantageux pour une administration directe in vivo d'une 
5 suspension purili^e. ou pour la transformation ex vivo de cellules, notamment 
autologues. en vue de leur implantation. De plus, les vecteurs ad6nov.raux 
selon rinvention pr6sentent en outre des avantages importants. tels que 
notamment leur trds haute efficacit6 dMnfection. permettant de r6al.ser des 
Infections a partir de taibles volumes de suspension virale. 
LO A cet egard. rinvention conceme preferentiellement un adenovirus 

recombinant d6fectif comprenant. ins6r6 dans son g6nome. un ADN codant 
pour un variant de rapolipoprot^ine A-l tel que defini ci-avant. 

Selon un autre mode particuli§rement avantageux de mise en oeuvre 
de rinvention. on utilise une lign^e productrice de vecteurs r6troviraux 

15 contenant la s6quence codant pour le variant de I'ApoA-l. pour une 
implantation in vivo. Les lignees utilisables ^ cet effet sont notamment les 
cellules PA317 (US4.861.719). PsiCrip (WO90/02806) et GP+envAm-12 
(US5.278,056). modifi6es pour permettre la production d'un retrovirus 
contenant une sequence nucleique codant pour un variant de I'ApoA-l selon 

20 rinvention. 

Selon un autre aspect deTinvention. le vecteur utHis6 est un vecteur 
chimique. Le vecteur selon rinvention peut en effet 6tre un agent non viral 
capable de promouvoir le transfert et rexpression d'acides nucl6lques dans 
des cellules eucaryotes. Les vecteurs chimiques ou biochim.ques 
25 representent une alternative int6ressante aux virus naturels en part.cul.er 
pour des raisons de commodit6. de security et 6galement par rabsence de 
limite theorique en ce qui conceme la taille de TADN ^ transfecter. 



wo 96/37608 



PCT/FR96y00747 



13 



10 



Ces vecteurs synth6tiques ont deux fonctions principales. compacter 
racide nucl6ique ^ transfecter et promouvoir sa fixation cellulaire ainsi que 
son passage a travers la membrane plasmique et. le cas 6ch6ant. les deux 
membranes nucl6aires. Pour pallier k la nature polyanionique des acides 
nuclfeiques. les vecteurs non viraux poss6dent tous des charges 
polycationiques. 

Parmi les vecteurs synth6tiques developp6s. les polym6res 
cationiques de type polylysine, {LKLK)n. (LKKDn. poly6thyl6ne immine et 
DEAE dextran ou encore les lipides cationiques ou lipofectants sont les plus 
avantageux. lis poss^dent la propri6t6 de condenser TADN et de promouvo.r 
son association avec la membrane cellulaire. Parmi ces derniers. on peut 
citer les lipopolyamines (lipofectamine. transfectam. etc) et differents lipides 
cationiques ou neutres (DOTMA. DOGS. DOPE. etc). Plus r6cemment. il a 
6t6 d6velopp6 le concept de la transfection cibl6e. m6di6e par un r^cepteur. 
15 qui met ^ profit le principe de condenser I'ADN grace au polym6re cationique 
tout en dirigeant la fixation du complexe ^ la membrane grace a un couplage 
chimique entre le polymfere cationique et le ligand d'un r6cepteur 
membranaire. pr6sent A la surface du type cellulaire que Ton veut greffer. Le 
ciblage du recepteur t la transferrine. & I'insuline ou du r6cepteur des 
20 asialoglycoprot^ines des h6patocytes a ainsi 6t6 d6crit. 

L'invention conceme §galement toute cellule modifi6e gen6tiquement 
par insertion d'un acide nucleique codant pour un variant de Tapolipoprot^ine 
A-l tel que d§fini pr6c6demment. II s'agit avantageusement de cellules 
mammifferes. susceptibles d'etre administr6es ou implant6es in vivo. II peut 
25 s'agir en particulier de fibroblastes. myoblastes. h6patocytes, k6ratinocytes. 
cellules endotheliales. 6pith61iaies. gliales. etc. Les cellules sont 
pr6f6rentiellement d'origine humaine. De maniere particuli6rement 
avantageuse. il s'agit de cellules autologues. c'est-^-dire pr§lev6e ^ part.r 
d'un patient, modifi^es ex vivo par un acide nucleique selon Tinvention en 
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vue de leur con16rer des propri6t6s th6rapeutiques. puis r6administrees au 
patient. 

Les cellules selon I'invention peuvent §tre issues de cultures 
prlmaires. Celles-ct peuvent §tre pr6lev6es par toute technique connue de 

5 rhomme du m6tier, puis mises en culture dans des conditions permettant leur 
proliferation. S'agissant plus particulierement de fibroblastes, ceux-ci 
peuvent §tre ais6ment obtenus di partir de biopsies, par exemple selon la 
technique decrite par Ham [Methods Cell.Biol. 21a (1980) 255]. Ces cellules 
peuvent etre utilisees directement pour I'insertion de I'acide nucleique de 

10 I'invention (au moyen d'un vecteur viral ou chimique), ou conserv6es, par 
exemple par congelation, pour l'6tablissement de banques autologues. en 
vue d'une utilisation ulterieure. Les cellules selon I'invention peuvent 
6galement etre des cultures secondaires, obtenues par exemple & partir de 
banques pr66tablies (voir par exemple EP 228458. EP 289034. EP 400047. 

15 EP 456640). 

Les cellules en culture peuvent en particulier §tre infect6es par les 
virus recombinants de I'invention pour leur con16rer la capacity de produire 
un variant de I'apoA-l biolbgiquement actif. L'infection est r6alisee in vitro 
selon des techniques connues de I'homme du metier. En particulier, selon le 

20 type de cellules utilise et le nombre de copies de virus par cellule d§sir6, 
I'homme du m6tier peut adapter la multiplicite d'infection et 6ventuellement le 
nombre de cycles d'infection r6alis6. II est bien entendu que ces 6tapes 
doivent §tre effectuees dans des conditions de st6rilit6 appropri§es lorsque 
les cellules sent destinies & une administration in vivo. Les doses de virus 

25 recombinant utilisees pour l'infection des cellules peuvent §tre adapt6es par 
I'homme du m6tier selon le but recherche. Les conditions d6crites ci-avant 
pour I'administration in vivo peuvent §tre appiiqu6es ^ l'infection in vitro. 
Pour l'infection par des retrovirus, il est 6galement possible de cd-cultiver les 
cellules que I'on d6sire infecter avec des cellules productrices des r6trovims 
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recombinants selon Tinvention. Cecl permet de s'affranchir de la purification 
des r6trovirus. 

Un autre objet de I'invention concerne uri implant comprenant des 
cellules de mammif^res g^netiquement modifi6es par insertion d'un ac.de 

5 nucl^ique tel que d.f.ni ci-avant. et une matrice extraceHula.^^ 
Pr6f6rentiellement. les implants selon Tinvention comprennent 10^ a 0 
cellules. Plus pr616rentiellement, ils en comprennent 106 it 108. Les cellules 
peuvent 6galement etre des cellules productrices de virus recombinants 
contenant ins6r6 dans leur genome un acide nucleique tel que def.ni c- 

10 avant. 

Plus particuli^rement. dans les implants de I'invention. la matrice 
extracellulaire comprend un compos6 g^litiant et 6ventuellement un support 
permettant rancrage des cellules. 

Pour la preparation des implants selon rinvention. diffSrents types de 
15 g^lifiants peuvent etre employes. Les g^lrfiants sont utilises pour I'inclus.on 
des cellules dans une matrice ayant la constitution d'un gel. et pour favonser 
rancrage des cellules sur le support, le cas 6ch6ant. Diff6rents agents 
d'adhfesion cellulaire peuvent done etre utilises comme g61ifiants. tels que 
notamment le collag^ne. la gelatine, les glycosaminoglycans. la flbronectme. 
20 les lectines. etc. De preference, on utilise dans le cadre de la pre^sente 
invention du collag^ne. II peut s'agir de collagene d'origine humaine. bovne 
ou murine. Plus prfeferenciellement. on utilise du collag6ne de type I. 

Comme indiqu6 ci-avant. les compositions selon I'invention 
comprennent avantageusement un support permettant I'ancrage des cellules. 
25 Le terme ancrage d^signe toute f omie d'interaction biologique et/ou ch.m.que 
et/ou physique entralnant l'adh6sion et/ou la fixation des cellules sur le 
. support. Par ailleurs. les cellules peuvent soit recouvrir le support utilise. so.t 
p6n6trer t I'interieur de ce support, soit les deux. On pr^f^re utiliser dans le 
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cadre de Tinvention un support solide. non toxique et/ou bio-compatible. En 
particulier. on peut utiliser des fibres de polyt6trailuoro6thyl6ne (PTFE) ou un 
support d'origlne biologique (corail, os. coliag§ne, etc). 

Les implants selon I'invention peuvent §tre implantfes en diff6rents 
5 sites de Torganisme. En particulier. I'implantation peut §tre etfectufee au 
niveau de la cavit6 p6ritoneale. dans le tissu sous-cutan6 (region sus- 
pubienne. fosses iliaques ou inguinales. etc), dans un organe. un muscle, 
une tumeur. le syst§me nerveux central, ou encore sous une muqueuse. Les 
implants selon Tinvention sent particulierement avantageux en ce sens qu'ils 
10 permettent de contr61er la lib6ration du variant d'apoA-l dans Porganisme : 
Celle-ci est tout d'abord determin6e par la multiplicit6 d'infection et par le 
nombre de cellules implant6es. Ensuite. la liberation peut 6tre contrSlee soit 
par le retrait de I'implant. ce qui arrete definitivement le traitement, soit par 
I'utilisation de systemes d'expression r6gulables, permettant d'induire ou de 
15 r6primer {'expression des genes thSrapeutiques. 

En raison des propri6t6s anti-ath6rogenes particulierement 
remarquables des variants de invention, les acides nucl6iques constituent 
ainsi un nouveau medicament dans le traitement et la prevention des 
pathologies cardiovasculaires (ath6roscl6rose, restenose. etc). 

20 L'invention concerne k cet effet tout composition pharmaceutique 

comprenant un variant de rapolippproteine A-l et/ou un acide nucleique et/ou 
un vecteur et/ou une cellule gen6tiquement modififee tels que d6crits ci- 
avant. 

La pr6sente invention offre ainsi un nouveau moyen pour le traitement 
25 ou la prevention des pathologies li§es aux dyslipoprot6in§mies. en particulier 
dans le domaine des affections cardiovasculaires comme I'infarctus du 
myocarde. I'angor. la mort subite. la rest6nose. la decompensation cardiaque 
et les accidents cer6bro-vasculaires. Plus g6n6ralement. cette approche 
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Offre un moyen d'intervention th6rapeutique tr6s prometteur pour chaque cas 
ou un deficit tfordre g6n6tique ou mfetabolique de I'apolipoprotfeine A-l peut 
§trecorrig6. 

La presente invention sera d6crite plus en detail 6 Taide des exemples 
5 qui suivent. qui doivent fitre consid6r6s comme illustratifs et non limitatifs. 

Liste des figures 

Fig 1 : Carte de restriction du plasmide PXL2116 
Fig 2 : Construction du phage M 1 3 portant Texon 4 du patient. 
Fig 3 : Construction du vecteur portant PXL2116 mut§. 
10 Fig 4 : Etudes de turbidim6trie en fonction de la temp6rature. 

Fig 5 : Profils de gel filtration. 

Fig 6: Fluorescence des tryptophanes et concentration en 
phospholipides par fraction pour les differents complexes. 

Exemoles 

15 Exemple 1 - Mise en Evidence d un variant ApoAl 

Le variant ApoA-l Paris a 6t6 identifi6 et isol6 ^ partir d'un patient 
s6lectionn§ en raison de son bilan lipidique particulier. Plus pr6cisement. le 
patient pr6sentait le bilan lipidique suivant (nature du pr6levement : s6rum). 

Normales 

20 Cholesterol total 4.59 mmol/l 4.54-6.97 



Triglycerides 



2.82 mmol/l 0.74-1.71 
HDL-cholest6rol 0.25 mmol/l 0.88-1.60 

LDL-cholest6rol 3.06 mmol/l 2.79-4.85 
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: I icttft des figures 

Fig 1 : Carte de restriction du piasmide PXL21 16 
Fig 2 : Construction du phage M 13 portant I'exon 4 du patient 
Fig 3 : Constmction du vecteur portant PXL21 16 mute. 
Fig 4 • Etudes de turtjidimetrie en fonction de la temperature. 
4a- turt>idlmetrie de I'association de diff6rentes ApoM et de DPMC en 

absence de GndHCI (--- : temoin ; -♦- : recombinants ; : plasmatique ; - 

□- : Paris.). 

4b- turbidimetrie de I'association de diff6rentes ApoM et de DPMC en 
presence de GndHCI (* : temoin ; -♦- : recombinante ; : plasmatique ; 
-□- : Paris.). 

4c: turbidimetrie de i'association de I'ApoAl Paris et de DPMC (♦ : 
en absence de GndHCI ; -□- : en presence de GndHCI (0.5M)). 

4d- turtjidimetrie de I'association de I'ApoAl recombinante et de 
DPMC (♦ : en absence de GnHCI ; -□- : en presence de GnHCI (0.5M)). 

4e: turtjidimetrie de I'association de I'ApoAl plasmatique et de DPMC 
(♦ : en absence de GndHCI ; -□- : en presence de GndHCI (0.5M)). 

4f : effet de GndHCI (0.5M) sur I'association ApoAI / DPMC (♦ : en 
absence de GridHCI ; -□- : en presence de GndHCI) 

Fig 5 : fluorescence relative des fractions de Superose 6 PG.(* : 
POPC/Al Paris ; -O- : POPC/AI recombinante ; -♦- POPC/AI plasmatique.). 

Fig 6 -. 6a : Fluorescence des tryptophanes et concentration en 
phospholipides pour le complexe POPC/AI Paris (* : fluorescence relative ; 
-□- -. phospholipides). 

6b : Fluorescence des tryptophanes et concentration en 
phospholipides pour le complexe POPC/AI recombinante(* : fluorescence 
relative ; -□- : phospholipides). 



FEUILLE DE REMPLACEMEMT (R&6LE 26) 
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Apolipoproteine A-l 0.50 g/l 1.20-2.15 
Apolipoproteine B 1.38 g/l 0.55-1.30 
Phenotype apoE: 3/3 

De manidre inattendue. ce patient ne pr§sentait aucun signe 
5 d'ath6roscl6rose malgre une concentration d'HDL extr^mement taible et une 
hypertriglyc6rid6mie. Ceci a conduit les demandeurs ^ rechercher I'origine 
de cette protection. 

icni^m^nt ries H Hi ^nntpnant I'anoA-l Paris ^ partir du plasma. . 

Apr6s une nuit a jeun. du sang est preleve chez les sujets portant le 
10 g6ne de I'apoA-l Paris. Le plasma est pr6par6 par centrilugation lente du 
sang a A'C (2000 g. 30 minutes). Les lipoprot^ines de haute densit6 sont 
prepar§es par ultracentritugation sequentielle a la density de 1.063-1.21 g/ml 
(Havel. J. Clin. Invest. 34: 1345-54. 1955). La traction contenant les HDL est 
ensuite dialys6e contre du tampon Tris-HCI 10 mM. azide de sodium 0.01%. 
15 au pH 7,4. 

MiRfi en fevidftnnfi des d imprBS d'apoA-l Paris. 

La fraction HDL dialys6e est d6Iipid6e dans un melange diethylether/ 
ethanol (3/1 . v/v) et la contrentration de proteines est estim^e par la m6thode 
de Lowry (Lowry et al.. J. Biol. Chem.. 193:265-75, 1951). Les prot6ines de 

20 la tration HDL subissent une migration sur un gel de polyacrylam.de en 
presence de SDS en condition non. reductrice. Cette migration pemnet de 
mettre en Evidence la taille des differentes prot6ines des HDL du patient. 
OutreMa presence des protfeines correspondantes aux apoA-l et apoA-ll de 
tallies normales, cette analyse r6v6le la presence de prot6ines de plus hauts 

25 poids moleculaires correspondant a des dimeres d'apoA-l et des complexes 
apoA-l et apoA-ll. La presence des apoA-l et apoA-ll dans ces complexes a 
6t6 v6rifi6e par une r6v6lation immunologique specifique. 
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MiRfl an fevidRnne de la d u rance de charnft de I'aPoA-l mut6e 

La detection de I'apoA-l mut§e directement a partir du plasma a 6t6 
r6alisee selon le protocole suivant (Menzel. H. J., and Utermann. G.. 
Electroloresis. 7: 492-495. 1986): vingt microlitres de plasma sent d6lipides 

5 toute une nuit avec le melange 6thanol/ether et resuspendu dans un tampon 
de d6pot. Un aliquot de 5 ul subit une electrophorese sUr un gel de focusing 
isoelectrique (pH 4-6.5. Pharmolyte). et les prot6ines sont ensuite 
transferees sur une membrane de nylon. Les bandes correspondantes 6 
rapoA-l sont dfetectees par une reaction immunologique a I'aide d'anticorps 

10 anti-apoA-l humaine. 

La detection de TapoA-l mut§e peut se faire aussi 6 partir des 
prot6ines HDL. La fraction HDL dialys§e est d6lipid§e dans un melange 
diethylether/ ethanol (3/1, v/v) et la contrentration de proteines est estimee 
par la m6thode de Lowry (Lowry et al.. J. Biol. Chem., 193:265-75. 1951). 

15 Environ 100 pg de prot6ines subissent une 61ectrophor6se sur un gel de 
focusing isoelectrique (pH 4-6.5, Pharmolyte). et les proteines sont ensuite 
r6v6lees par coloration au bleu de Coomassie. Cette technique permet de 
mettre en Evidence que les isofomnes les plus importantes des appA-l du 
patient ayant la mutation sont deplac6es vers ['anode, ce qui correspond ^ 

20 une difference de charge de -1 par rapport ^ la charge d'apoA-l normale. 

Exemple 2 - Idenlif icalion du gene et de ia mutation 

L'ADN genomique du patient a 6t6 isole du sang total selon la 
technique de Madisen et al. (Amer. J. Med. Genet. 27: 379-390. 1987). Le 
g6ne de I'apoA-l a ensuite 6t6 amplifi6 par la technique de PGR. A cet effet. 
25 les reactions d'amplification ont §t6 realis6es sur 1 [xg d'ADN g6nomique 
purifie introduit dans le melange suivant : 

- 10 Ml de tampon 10X (100 mM Tris-HCI pH 8.3; 500 mM KCI: 15 
mM MgCI2; 0.1% (w/v) gelatine) 
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20 

- 1 0 Ml de dNTP (dATP, dGTP. dCTP. dTTP) 2mM 

- 20 pmol de chaque amorce 

- 2,5 U de Taq polymerase (Perkin-Elmer) 

- qsp 100 \i\ H20. 

Les amorces utilisees pour I'amplilication sent les suivantes : 

Sq5490 : 5'-AAGGCACCCCACTCAGCCAGG-3" (SEQ ID n° 3) 

Sq5491 : 5'-TTCAACATCATCCCAGAGGCCTCT-3' (SEQ ID n" 4) 

Sq5492 : 5'-CTGATAGGCTGGGGCGCTGG-3' (SEQ ID n» 5) 

Sq5493 : 5'-CGCCTCACTGGGTGTTGAGC-3' (SEQ ID 6) 

Les amorces Sq5490 et Sq5491 amplifient un fragment de 508 pb 
correspondant aux exons 2 et 3 du g6ne de TapoA-l et les amorces Sq5492 
et Sq5493 amplifient un fragment de 664 pb correspondant t I'exon 4 de ce 
g6ne. 

Les produits d'amplification (deux fragments PGR de 508 et 664 pb) 
ont ensuite 6te s6quenc6s. Pour cela, une premiere m^thode ^ 6t6 utilisee. 
consistant t s6quencer directement en utilisant le kit de s^quengage de 
fragments PGR (Amersham). Les amorces utilis6es pour le s^quengage sont 
les amorces PGR, mais il peut 6galement s'agir d'amorces intemes aux 
fragments (Cf amorces S4. S6 et SB ci-dessous). 

Une deuxidme technique de sfequengage a 6galement 6t6 mise en 
oeuvre qui a consists ^ doner les fragments PGR dans un vecteur Ml 3 
mp28 UADN double brin du M13 a 6t6 cliv6 par EcoRV puis d6phosphoryl6. 
les fragment PGR ont 6t6 trait6s a la. Klenow. phosphoryl6s et Iigu6s au 
vecteur M13. Les plages blanches ont ensuite 6te pr61ev6es et I'ADN simple 
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brin amplrfie puis purif.6 sur le Catalyst (Applied Biosystem) a 6t6 s6quenc6 
par une amorce -20 tluorescer^te (Kit PRISM dye primer et protocole n» 
401386 Applied Biosystem) ou par des amorces internes aux fragments 
apr^s orientations de ceux-ci. La technique des dideoxynucl6otides 
5 fluorescent est alors utiiis6e (Kit DyeDeoxyTerminator et protocole n 
401388, Applied Biosystem) 

S8 5' -TGG GAT CGA GTG AAG GAG CTG- 3' (SEQ ID n° 7) 
S4 5- -CGC GAG AAG CTG CAC GAG CTG- 3" (SEQ ID n» 8) 
S6 5- -GCG CTG GCG CAG CTC GTC GCT- 3" (SEQ ID n' 9) 

10 Les s6quences issues de plusieurs clones ont ensuite 6t6 compil6es 

et comparees ^ la sequence de TApoAl. La sequence des acides am.nfe 148 
a 154 de I'ApoAl mature est donn6e ci dessous (correspondent aux res.dus 
172-178 sur la sequence SEQ ID n* 1). 

15 ATG CGC GAC CGC GCG CGC GCC 

Met Arg Asp Arg Ala Arg Ala 
1 51 

Une mutation C->T en premiere base du codon codant pour I'aa 151 
qui code alors pour une cysteine (cf sequence SEQ ID n" 2 ci-dessous) a 6te 
retrouv6e dans une partie des clones sequences. Cette mutation est done 
pr6sente a r6tat h6t6rozygote chez le patient s61ectionn6. 

ATG CGC GAC TGC GCG CGC GCC 
Met Arg Asp Cys Ala Arg Ala 
151 

L'ensemble du cDNA codant pour le variant apoA-l Paris selon 
I'invention a 6t6 s6quenc6. Une partie de cette sequence est present6e sur 
la SEQ ID n" 10. 



20 
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Exemple 3 : Construction d'un vecteur d'expression plasmidique 
(pXL2116mute) 

L'apoAl Paris presente une mutation ponctueiie situee sur la sequence 
de rexon 4 du gene de I'apoAl du patient. La strategie de construction du 
vecteur d'expression consiste a substituer. dans un vecteur d'express.on de 
rapoAl (le vecteur pXL2116. figure 1) la region correspondant a I'exon 4 
provenant du gene du patient. 

3.1. Utilisation de I'exon 4 du patient clon6 dans M13 

L'exon 4 a 6te produit par PGR a partir de I'ADN purifie des cellules du 
patient et ins6r6 au niveau du site EcoRV du polylinker du phage M13mp28 
(figure 2). 

Une mutag§n6se par remplacement d'un fragment de I'apo Al par un 
fragment issu de M13 portant la mutation est envisag^e. II nous reste done ^ 
choisir les enzymes appropri^es aux deux vecteurs de mani^re ^ ce qu'elles 
g6nerent des extr6mit6s cohfesives pour le vecteur issu de pXL21 16 dig6r6 et 
pour I'insert issu de Ml 3 double brin dig6r6. 
3.2. Choix des enzymes de restriction 

- BSU361 poss6de dans Ml 3 et dans pXL2116 un site unique de 
restriction en amont de la mutation. 

- La digestion par BamHI. poss6dant un site de restriction unique ^ 
I'extr6mit6 3' de I'apo Al du fait de la technique de cionage. et poss6dant un 
site de restriction dans le polylinker de Ml 3. nous pemr»et : 

1) une ligation du vecteur provenant de pXL2116 et de I'insert 
provenant de Ml 3 
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2) et ce en incorporant un fragment de polylinker qui nous sera utile 
pour verifier par digestion enzymatique ('insertion du fragment mute 
provenant de M 13. 

II est t noter que la presence de ce fragment de polylinker n'altSre en 
rien la sequence codante de I'apo Al puisque celui-cl est situ6 apr6s ie 
codon stop. 

Le polypeptide riche en histidine dont la s6quence nucl6otidique a 6t6 
clon6e en 5' de I'apo Al sera done aussi synthetis6. 

3.3. Construction du vecteur (figure 3). 

- Le M13 rendu double brin est dig6r6 par Bsu361/BamHl et ie produit 
de la digestion est d6pos6 sur gel. L'insert ainsi g6n6r6 est r6cup6r6 en 
quantity suff Isante et prfesente bien une taille de 1 Db. 

- Le pXL21 1 6 est digere par les m§mes enzymes mais non purifi6. 

De fagon ^ 6viter la religation des produits de la digestion, une 
15 digestion est effectu6e par Xhol qui reconnait deux sites de restriction ^ 
I'intdrieur du fragment Bsu361/BamHI. 

En effet. une dephosphosylation a 6t6 d'abord tent6e mais a donn6 de 
tr6s mauvais r6sultats sur botte et aucun clone positif sur 24 testes. 

Les quantitfes de vecteur et d'insert optimales pour la ligation ont et6 
20 6valu§es a 50ng de vecteur pour 1 5ng d'insert. 

Les souches DH5a sont transfomn6es avec les produits des trois 
ligations suivantes : 

. vecteur dig6r6 par Bsu361 et BamHI sans ligase (t6moin 
n^gatif de ligation) 
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- produit de la digestion + ligase 

- produit de la digestion + insert + ligase 

Les cellules competentes sont aussi transformees avec le pUC19 afin 
de tester I'efficacitfe de la transfornnation. 

Les r6sultats des cellules transformees sur boTte de milieu LB 
Chloramphenicol (selection des souches BL21) Ampiciiline (selection des 
souches ayant integre le plasmide) sont reproduits ci-dessous. 

RESULT ATS OBTENUS SUR BOITE DE PETRI 



TRANSFORMATION DH5a+ 
pUC19 

vecteur (+fragment) 


RESULTATS 

200 clones 
0 clone 


INTERPRETATION 

Temoin de transformation 
Digestion parfalte, pas de 
olasmide recircuiarisfe 


vecteur (+fragment) + ligase 


160 clones 


Bruit de fond tres 
important : strategie de 
digestion suppl6mentaire 
peu efficace 


vecteur {+fragment) + ligase 
+ insert 


120 clones 


« Effet de diminution » de 
la ligase souvent constate. 
Les bact6ries ne sopt pas 
obligatoirement 
trans1orm6s avec une 
s6auence mut6e correcte 



48 clones sont reisoies ^ partir de la boTte 4. 

10 De maniere ^ rep^rer les clones positif s (c'est-^-dire ayant ins6re le 

fragment mute de M13). I'ADN plasmidique obtenu par purification sur 
chacun des 48 clones est digere par I'enzyme Ndel. 

Si I'insert provenant de M13 a bien 6t6 insere. on verra sur gel deux 
fragments : une de 4,5kb et un de 1kb. 

15 Si un autre evenement de ligation s'est produit, on obtiendra soit 

plusieurs bandes. soit simplement un plasmide linearise (cas general). 
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D'apres le r6sultat du gel. les clones 7.8.13.16.26 semblent §tre 
corrects. On s6lectionne le clone qui donne un r6sultat net. 

De mani6re verifier totalement la sequence du clone s§lectionn6. on 
procdde ^ six digestions enzymatiques. 

5 La pr6sence du polylinker done de I'insert est ainsi v6rifl6e mais 

I'6v6nement de ligation doit dtre aussi v6rifie. 

De toute Evidence, la ligation est celle attendue puisque la taille du 
plasmide est correcte, c*est-^-dire egale S celle du pXL21 16. 

Sauf evdnement de mutation tr§s rare, la sequence de I'apoAl 
10 nouvellement clon6e devrait etre exacte. 

Le clone 8 porte done le plasmide px12116 mut6 correctement. 

Exemple 4 : Expression de variants apoAl recombinants 

Cet exemple decrit un precede de production de variants apoAl 
recombinants. Ce precede a ete realise dans une bacterie. D'autres 
15 systemes d'expression sent utilisables a cet effet (levures. cellules animates, 
etc). 

4.1 . Principe 

Uexpression du plasmide au sein de la bact6rie a 6t6 placee sous le 
controle des promoteur et terminateur T7. Uisopropyl-b- 
thiogaiactopyranoside (IPTG). inducteur de I'opferon lactose, induit dans ce 
systdme la synthase de I'ARN polymerase T7 qui se fixe ensuite 
sp6cifiquement sur le promoteur T7 et d6marre la transcription du g6ne de la 
prot6ine recombinante. L'ARN polymerase est stopp6e par le temninateur T7. 
ce qui evite que le flux transcriptionnel ne d6borde en aval de la sequence 
dint§r§t. 
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La ritampicine est un antibiotique inhibant I'activit^ ARN polym6rase 
endog^ne d'E.coli . Elle inhibe done la synthase des proteines bact6riennes, 
c'est-&-dire la fois des proteases, ce qui limite les degradations de la 
proteine d'int6r§t; et des prot6ines bacteriennes contaminantes, ce qui 
5 ampiifie I'expression de la prot6ine d'interdt. 

4.2. Protocole 

La souche utilisee pour I'expression est Escherichia coli BL21 DES 
pLys S. L'ADN piasmidique est introduit dans E. coli par translormation 
selon les techniques classiques. La culture est conservee sous forme de 
10 suspension congel6e ^ - 20'C. en presence de 25% de glycerol, et aliquot6e 
par fractions de 500 

Une pr6culture est initi^e par I'addition de quelques gouttes de 
suspension congelfee dans 10 rr,l de milieu M9 ampicilline. puis .ncub6e sur 
la nuit d 3700. Les eriens de 1 litre sont ensemenc6s & partir de la 
15 pr6culture et placfes dans un shaker ^ 37X jusqu'^ obtenir une DO comprise 
entre 0.5 et 1 k 610 nm. L'IPTG (Bachem ref Q-1280) est alors ajout6 a une 
concentration finale de 1 mM. Apres 15 minutes d'incubation ^ 37°C. la 
ritampicine (Sigma) est ajout6e ^ une concentration finale de 100 pg/ml. 
Puis apres 1 heure de culture, les cellules sont r6cup6r6es par 
20 centrifugation (15 minutes. 8000 rpm) et I'expression est v6rifi6e par 
6lectrophor6se en conditions denaturantes sur un gel d'acrylamide a 15% et 
par immunoblot. 

Les resultats obtenus montrent que la proteine mutee s'exprime selon 
un bon taux d'expression et que celle-ci est effectivement revelee par les 
25 anticorps polyclonaux anti-apoAI. 

Example 5 : Purification des variants apoAl recombinants 
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Get exemple decrit une methode efficace permettant de purifier les 
variants apoA! recombinants selon i'invention. II est entendu que d'autres 
precedes peuvent etre utilises. 

Les prot6ines 6tant exprim6es dans le cytoplasme d'E. coli, leur 
5 extraction n6cessite, dans un premier temps, d'effectuer une lyse celluiaire 
suivie d'une Elimination des acides nucl§iques. 

5,1 . Lyse bacterienne 

Apr6s centrilugation de la culture, le culot bact6rien est resuspendu 
sous agitation douce dans du tampon de lyse en presence d'inhibiteurs de 
10 proteases et de p-mercapt66thanol. 

Le (5-mercapto§thanol est un r6ducteur clivant les ponts disulfure 
form6s entre deux r6sidus cysteine. II ne se forme aucun pent disulfure dans 
le cytoplasme de E.coli , la pr6sence d'un agent r6ducteur s*av6re toutefois 
n6cessaire une fois les prot6ines extraites. En effet I'addition de (5 
15 mercapto6thanol dans le tampon de lyse permet d'6viter la formation de 
ponts entre les r6sidus cysteine des prot§ines bact6riennes et ceux des 
prot6ines recombinantes. 

La lyse celluiaire est obtenue par 3 fois 5 minutes de sonication dans 
la glace (Vibracells sonics material, mode pulsed, output control 5), elle est 
20 suivie par une centrifugation 10000 rpm (1 heure, 4°C sur Beckman J2-21 
M/E. rotor JAiO) permettant d'§liminer les d6brls cellulaires. Un dosage 
prot6ique est r6alis6 sur le surnageant par la m6thode colorim6trique de 
Bradford. 

5.2. Precipitation des acides nucl6iques 

25 Elle est realis6e sur le surnageant de lyse par une solution de sulfate 

de streptomycine ^10%. a raison de 10 ml pour 10 g de prot6ines. sous 
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agitation magn6tique douce 1 heure ^ 4°C. Les acides nucl6iques sont 
6limin6s par centrifugation a 10000 rpm (1 heure. 4°C sur Beokman J2-21 
M/E. rotor JA1 0), et la concentration en prot6ines du sumageant est 6valu§e 
par dosage colorinn6trique. 
5 A I'issu de ces deux 6tapes on obtient une solution prot6ique de 

concentration connue regroupant i-ensemble des prot6ines intracellulaires 
dont la prot6ine d'int6rm. Celle-ci est purifi6e par des techniques 
chromatographiques. 

--> Chromatographie par filtration sur gel 
IQ -> Chromatographie d'affinit6 

5.3. Chromatographie par filtration sur gel 

Le but de cette 6tape est I'elimination de I'EDTA. mol6cule interf^rant 
avec les conditions requises pour la chromatographie d'affinit6. Pour cela le 
support Tris-acryl GF 05 (Sepracor) a 6t6 retenu. Ce gel permet la 

15 separation des molecules dont la Masse Mol6culaire (MM) est comprise 
entre 300 et 2500 daltons, et I'exclusion des molecules de MM sup§r.eure a 
2500 daltons. dont les proteines. Ce gel pr6sente d'autre part I'intferm de 
poss6der une bonne resistance d la pression. ce qui permet de trava.ller & 
d6bit 61ev6 sans modifier la resolution. La chromatographie du lysat 

20 bacterien est realis6e en tampon phosphate pH8. La concentration prote.que 
dans le volume d'exclusion est d6termin6e, et eventuellement ajustee t 4 
mg/ml par dilution dans le tampon phosphate pH8. 

Cette etape peut Stre remplac§e par une dialyse centre 2X10 litres 
de PBS La solution prot6ique est ensuite mise en presence d'Hecameg 25 
25 mM, ce detergent favorisant I'etape suivante de purification par dim.nut.on 
des interactions proteine-proteine. 

5.4. Chromatographie d'affinite 
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Principe 

La presence de 6 r6sidus histidine cons6cutifs associes k la prot6ine 
recombinante lui conlfere une affinite particuli§rement 6iev6e pour les ions 
nicl<el (Ni2+) (15). Ces ions Ni2+ sont fix6s a une matrice d'agarose par 
5 I'intermediaire de TAcide Nitrilo Ac6tique (NTA). Entre I'imidazole des 
histidine et les ions nickel se produit une liaison de chelation m6tallique-. 
cette liaison est plus lorte qu'une liaison ionique et moins torte qu'une liaison 
covalente. 

Protocole 

10 La capacity de fixation du gel NiNTA agarose (Qiagen) est de 2 mg de 

prot6ine pour 1 ml de gel. Ce gel est 6quiiibre dans du tampon pH8 
additionn6 d'Hecameg.25 mM. Les prot6ines bact6riennes contaminantes 
sont non retenues ^ pH8, ou 6limin6es ^ pH6, et la prot6ine d'int6rdt est 
r6cup6r6e di pH5. Ces 6tapes sont r6alis6es en presence d'hecameg 25 mM. 

15 Les fractions (2 ml) 6lu6es t pH5 sont additionnfees de: 

60 pi de NaOH 1M (neutralisation) 

10pldePMSF0.2M 

40pld'EDTA0,1M 

Les fractions sont r6unies en fonction de la concentration et de la 
20 puret6 de la proteine eluee. Ces caract6ristiques sont analys6es par 
6lectrophordse (PAGE-SDS 15%). 

U^lution a pH5 d6croche la prot6ine associ6e au nickel en agissant 
sur la liaison Ni2+ - NTA. II est done n6cessaire de dissocier ce cation de la 
prot6ine recombinante. Cette 6tape est effectufee par competition grfice t 
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une incubation sous agitation magnfetique douce ^ 4''C pendant 1 heure en 
presence d'liistidine 50 mM. 

5.5. Dialyses 

Elles permettent d'6iiminer I'histidine et le nickel. L"6chantillon est 
5 dialys§ (membrane Spectra/Por MWCO 12-14000 daltons) & 4»C pendant 5 
heures puis sur la nuit, centre 2 fois 10 litres de tampon PBS EDTA 2 mM. 
Un dosage de prot6ine est finalement effectu6. 

Ce precede permet d'obtenir la proteine apoAl Paris sous forme 
purifiee. essentiellement depourvue de proteines contaminantes. 

10 Exemple 6 : Proprieles physico-chimiques des apoA-l Paris et 

apoA-l normale recombinantes. 

6.1 . Mesures de turbidimdtrie 

6.1 .1 . Turbidim6trie en fonction de la temperature 

La mesure de I'absorbance des v6sicules DMPC ^ 325 nm en 
15 presence d'apoA-l est une mesure de la fonnation de complexes 
prot6olipidiques discoTdal de petites tallies. L'analyse de variation de 
temperature entre 19-28°C nous montre une diminution de I'absorbance 
autour de la temperature de transition des phospholipides (23°C). tfemoin de 
la formation des complexes. La figure 4 (en presence ou non de GdnHDL 
20 pour eviter la formation de dim6res) montre la comparaison de la formation 
de ces complexes avec les apoA-lnormale et apoA-l Paris recombinantes. 
ainsi que de I'apoA-l native. Ces trois proteines ont des comportements 
assez proches mais avec pour TapoA-l Paris, on note une tendance a 
s'associer avec elle-m§me pour former des dimferes. 

25 6.1.2. Turbidimetrie en fonction du temps 
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La baisse de turbidim6trie des v6sicules de DMPC apr6s incubation 
des apoA-l a 6t6 suivie & temperature donnee en lonction du temps en 
presence ou non de GdnHDL. La constante du temps (1/t1/2 qui correspond 
a 50% de baisse de la turbidim§trie initiale) est 6vaiuee en tonction de 1/T 
(temperature en Kelvin). La vitesse d'association est rapide pour I'apoA-l 
native, plus faible pour les apoA-l recombinantes, notamment TapoA-l Paris. 
Par ailleurs. I'addition de GdnHDL augmente I'association prot6ine -lipides. 
Ceci de tagon tr6s importante pour les apoA-l recombinantes. notamment 
I'apoA-l Paris. 

6.2. Spectre d'emission de fluorescence des tryptophanes 

Le spectre d'emission de fluorescence des tryptophanes dans les 
differentes apoA-l a 6t6 mesure aux longueurs d'ondes entre 300 et 400 nm 
(excitation a 295 nm). Les maximums d'emission sont indiqu6s d la Table 1 
ci-dessous pour les apoA-l et pour les complexes apoA-l/cholesterol/POPC. 
Les maximums d'emission de fluorescence des tryptophanes dans les 
differentes apoA-1 et complexes sont identiques indiquant que les 
tryptophanes sont dans le mSme environnement dans les trois proteines. 



Table 1 



Produit 


Maximum d'emission 


Al Paris 


335 


POPC/C/AI Paris 


332 


Al recombinante 


334 


POPC/C/AI rec 


332 


Al plasma 


336 


POPC/C/AI plasma 


333 
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6.3. Isolation et caract6risation des complexes apoA-l/iipides 

Des complexes avec I'apoA-l et du POPC ont et6 pr6par6s par la 
technique au chelate. Les complexes ont 6te separes des apoA-1 libres par 
chromatographie de gel filtration sur une colonne Superose 6PG et leurs 

5 compositions analys6es. Les profils de gel filtrations sont indiqu6s sur la 
figure 5. Un seul pic homog6ne est obtenu pour les complexes faits avec 
rapoA-l native tandis qu'avec les apoA-1 recombinantes. des populations 
h6t6rog6nes sont observees. Les apoA-l libres sont 6lu6es dans les tractions 
20 k 24 Les concentrations en phospholipides et la fluorescence des 

10 tryptophanes par fractions pour les differents complexes sont indiqu6s sur la 
figure 6. 

Exemple 7 - Construction d'un vecteur adenoviral pour 
I'expresslon de rApoAl mul6e 

Un ADNc codant pour un variant selon I'invention contenant la 
15 mutation Arg -> Cys en position 151 de I'ApoAl mature est obtenu par PCR- 

Les amorces 

Alml : ATC GAT ACC GCC ATG AAA GCT GCG GTG CTG (SEQ ID 

nMD, 

Alm2 : ATG GGC GCG CGC GCA GTC GCG CAT CTC CTC (SEQ ID 

20 n°12). 

Alm3 : GAG GAG ATG CGC GAC TGC GCG CGC GCC CAT (SEQ 
ID n°13) 

et Alm4 : GTC GAC GGC GCC TCA CTG GGT GTT GAG CTT (SEQ 
IDn°14) 

25 sont utilis6es. les amorces Alml et Alm4 introduisent respectivement 

des sites Clal en 5' et Sail en 3" de I'ADNc tandis que les amorces Alm2 et 
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Alm3 qui sont compl6mentaires introduisent la mutation. Des reactions PGR 
avec les couples tfamorces AIM1 -Alm2 et Alm3-Alm4 sont tfabord pratiqu6s 
sur un ADNc de I'ApoAl non mut6. Les fragments issus de ces PGR sont 
ensuite reintroduits dans une troisi^me PGR en presence des amorces Alm1 
5 et Alm4. ce qui g6n6re un fragment de 822pb qui est ensuite clon6 dans 
pCRII (invitrogen) pour verification de sa sequence. Le fragment Glal /Sail 
qui contient TADNc mut6 est ensuite introduit par les meme sites de 
restriction dans le vecteur navette pXL-RSV-LPL qui contient I'ADNc de la 
LPL sous contr6le d'un promoteur LTR-RSV et avec un site de 
10 polyad6nylation de I'hormone de croissance bovine, ensubstitution de I'ADNc 
de la LPL (FR9406759). Tout autre vecteur navette peut bien evidemment 
§tre utiHs6. Le vecteur resultant est ensuite linearise et cotransfecte dans 
293 pour robtention d'ad6novirus recombinants. Les adenovirus ains. 
obtenus peuvent etre amplifies sur plages, purifies (notamment par chlorure 
15 de cesium) puis conserves congel6s. par exemple dans du glycerol. Pour 
leur utilisation th6rapeutique. ils peuvent §tre associ6s k tout v6hicule 
pharmaceutiquement acceptable. II peut s'agir en particulier de solutions 
salines (phosphate monosodique, disodique. chlorure de sodium, potassium, 
calcium ou magnesium, etc. ou des melanges de tels sels), steriles. 
isotoniques. ou de compositions sdches. notamment lyophilisees, qui. par 
addition selon le cas d'eau st6rilisee ou de serum physiologique. permettent 
la constitution de solutes injectables. Dans leur utilisation pour le traitement 
des pathologies liees aux dysHpoprotein6mies. les adenovirus recombinants 
defectifs selon I'invention peuvent etre administres selon differents modes, et 
25 notamment par injection intraveineuse. Preterentiellement, ils sont injectes 
au niveau de la veine porte. Les doses de virus utilis6es pour I'injection 
peuvent etre adaptees en fonction de differents parametres. et notamment en 
fonction du mode d'administration utilise, de la pathologie concern6e ou 
encore de la duree du traitement recherchee. D'une manidre g6nefale. les 
30 vims recombinants selon I'invention sont fomiuies et administres sous forme 
de doses comprises entre 104 et 1014 pfu/ml. Pour les AAV et les 
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adenovirus, des doses de 10^ a 10^0 pfu/ml peuvent egalement §tre 
utilis6es. Le terme pfu ("plaque lorming unit") correspond au pouvoir 
infectieux d'une suspension de virions, et est d6termin6 par infection d'une 
culture cellulaire appropri6e. et mesure. generalement apr6s 48 heures. du 
nombre de plages de cellules infectees. Les techniques de determination du 
litre pfu d'une solution virale sont bien documentees dans la Iitt6rature. 
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LISTE DE SEQUENCES 
(1) INFORMATIONS GENERALES: 

5 

(i) DEPOSANT: ^ ^ 

(A) NOM: RHONE- POULENC RORER S.A. 

(B) RUE: 20, avenue Raymond ARON 

(C) VILLE: ANTONY 
10 (E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 

( i ) DEPOSANT • 

(A) NOMi UNIVERSITE PIERRE ET MARIE CURIE 

15 (B) RUE: 

(C) VILLE: 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 

20 (i) DEPOSANT: 

(A) NOM: INSTITUT PASTEUR DE LILLE 

(B) RUE: 

(C) VILLE: 

(E) PAYS: FRANCE 
25 (F) CODE POSTAL: 
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(ii) TITRE DE L'INVENTION: Nouveaux variants de 1 ' apolipoproteine 
(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 14 ^ 

(iv)' FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D* EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 
D LOGICIEL: Patentin Release #1-0. Version #1.30 (OEB) 



35 (D) LOGICIEL: 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1 : 

40 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 842 paires de bases 
<B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

45 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc • 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 
(vi) ORIGINS: 
50 (A) ORGANISMS: Homo sapiens 



(ix) CARACTERISTIQUE: 
(A) NOM/CLE: CDS 



55 



<B) EMPLACEMENT:! . .842 ^r%Ma' 
(D) AUTRES INFORMATIONS: /product- "human apo AI CDNA 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1 : 

60 ATG AAA GCT GCG GTG CTG ACC TTG GCC GTG CTC TTC CTG ACG GGG AGC 
Me? ^ Ala Ala Val Leu Thr Leu Ala Val Leu Phe Leu Thr Gly Ser 
1 5 ''0 
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10 



20 



30 



CAG GCT tGG CAT TTC TGGCAG CAA GAT GAA CCC CCC CAG AGC CCC TGG 
Gin Ala Arg His Phe Trp Gin Gin Asp Glu Pro Pro. Gin Ser Pro Trp 
20 25 . 30 

GAT CGA GTG AAG GAC CTG GCC ACT GTG TAC GTG GAT GTG CTC AAA GAC 
ASP Arg Val Lys Asp Leu Ala Thr Val Tyr Val AspVal Leu Lys Asp 
35 40 45 . 

AGC GGC AGA GAC TAT GTG TCC CAG TTT GAA GGC TCC GCC TTG GGA AAA 
Ser Gly Arg Asp Tyr Val Ser Gin Phe Glu Gly Ser Ala Leu Gly Lys 



CAG CTA AAC CTA AAG CTC CTT GAC AAC TGG GAC AGC GTG ACC TCC ACC 
Gin Leu Asn Leu Lys Leu Leu Asp Asn Trp Asp Ser Val Thr Ser Tftr 
15 65 70 75 80 



TTC AGC AAG CTG CGC GAA CAG CTC GGC CCT GTG ACC CAG GAG TTC TGG 
III ser Leu Arg Glu Gin Leu Gly Pro Val Thr Gin Glu Phe Trp 

85 90 

GAT AAC CTG GAA AAG GAG ACA GAG GGC CTG AGG CAG GAG ATG AGC AAG 
S Leu gZ^ Lys Glu Thr Glu Gly Leu Arg Gin Glu Met Ser Lys 

^ -/Nrt iiu 



25 GAT CTG GAG GAG GTG AAG GCC AAG GTG CAG CCC TAC CTG GAC GAC TTC 
^p Leu Glu Glu val Lys Ala Lys Val Gin Pro Tyr Leu Asp Asp Phe 

120 



115 



GGC CTG CTG CCC GTG CTG GAG AGC TTC AAG GTC AGC TTC CTG AGC GCT 
Gl5 Leu Leu Pro Vai Leu Glu Ser Phe Lys Val Ser Phe Leu Ser Ala 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



432 



480 



528 



CAG AAG AAG TGG CAG GAG GAG ATG GAG CTC TAC CGC CAG AAG GTG GAG 
Gin Lys Lys Trp Gin Glu Glu Met Glu Leu Tyr Arg Gin Lys Val Glu 
130 . 135 140 

CCG CTG CGC GCA GAG CTC CAA GAG GGC GCG CGC CAG AAG CTG CAC GAG 
Pro Leu Arg Ala Glu Leu Gin Glu Gly Ala Arg Gin Lys Leu H^s ^lu 
35 145 150 155 160 

CTG CAA GAG AAG CTG AGC CCA CTG GGC GAG GAG ATG CGC GAC CGC GCG 
Leu Gin Glu Lys Leu Ser Pro Leu Gly Glu Glu Met Arg Asp Arg Ala 
165 170 ' 

CGC GCC CAT GTG GAC GCG CTG CGC ACG CAT CTG GCC CCC TAC AGC GAC 
Irg Ala His Val Asp Ala Leu Arg Thr His Leu Ala Pro Tyr Ser Asp 
180 185 190 . 

45 GAG CTG CGC CAG CGC TTG GCC GCG CGC CTT GAG GCT CTC AAG GAG AAC 
Glu Leu Arg Gin Arg Leu Ala Ala Arg Leu Glu Ala Leu Lys Glu Asn 
195 200 

GGC GGC GCC AGA CTG GCC GAG TAC CAC GCC AAG GCC ACC GAG CAT CTG 
50 Gly Gly Ala Arg Leu Ala Glu Tyr His Ala Lys Ala Thr Glu His Leu 
210 215 ^•^U 

AGC ACG CTC AGC GAG AAG GCC AAG CCC GCG CTC GAG GAC CTC CGC CAA 720 
ser Thr ilu ¥er Glu Lys Ala Lys Pro Ala Leu Glu Asp Leu Arg Gin 
55 225 230 235 



624 



672 



768 



245 250 

CTC GAG GAG TAC ACT AAG AAG CTC AAC ACC CAG TGA GGCGCCCGCC 814 

Leu Glu Glu Tyr Thr Lys Lys Leu Asn Thr Gin 
260 265 
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10 



20 



25 



35 



GCCGCCCCCC TTCCCGGTGC TCAGAATA 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 
<B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



15 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 
(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 



(ix) CARACTERISTIQUE: 
(A) NOM/CLE: CDS 



[l\ Ss'^SAlUTliNSc/product^ 'Variant apo AI cDNA" 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 



ATG CGC GAC TGC GCG CGC GCC 
30 Met Arg Asp Cys Ala Arg Ala 
1 ^ 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3; 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQXJENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

CO NOMBRE DE BRINS: simple 
40 .(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: ^ ^ oion 

(D) AUTRES INFORMATIONS: /product = Sq5490 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
AAGGCACCCC ACTCAGCCAG G 

50 C2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

55 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) . CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: . ^ ^ c^c^/iQi 

go , (D) AUTRES INFORMATIONS: /product- Sq5491 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
TTCAACATCA TCCCACAGGC CTCT 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

5 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

<A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

10 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: c„c,AQy 
(D) AUTRES INFORMATIONS :/product= Sqb4y-i 

15 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 5: 

CTGATAGGCT GGGGCGCTGG 



20 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO; .6: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
25 (D) CONFIGURATION: lineaire 



30 



50 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: ^ ' „„^.q^ 

(D) AUTRES INFORMATIONS :/prodUCt= Sq5493 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
CGCCTCACTG GGTGTTGAGC 



35 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

40 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: ^ ^ eft 

45 (D) AUTRES INFORMATIONS : /product^ S8 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7:. 
TGGGATCGAG TGAAGGACCT G 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 
55 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

60 (ix) CARACTERISTIQUE: ^ ^. 

(D) AUTRES -INFORMATIONS :/product« S4 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
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21 

CGCCAGAAGC TGCACCAGCT G 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

^ (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
IQ (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: . ^ c^: 

(D) AUTRES INFORMATIONS: /product^ S6 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
GCGCTGGCGC AGCTCGTCGC T 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 



15 



20 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 603 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 
25 (D) CONFIGURATION: lineaire 



30 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS: Homo sapiens 

( ix ) C ARACTERI STIQUE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1 . .603 



35 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

Si S S r„ S S5 iS 5J! S S m ^. 

1 5 10 

'° 2S if. 2i S$ if. S 22 

^= Its i;S S i!5 ^5 its SI? ^55 i^; Si iti 

35 40 

CAG GTG AAG GCC AAG GTG CAG CCC TAC CTG GAG GAG TTC CAG AAG AAG 
50 Glu vTl Ala val Gin Pro Tyr Leu Asp Asp Phe Gin Lys Lys 

50 

Trr CAG GAG GAG ATG GAG CTC TAC CGC CAG AAG GTG GAG COG CTG CGC 

?rp ctu Glu Met Glu Leu Tyr Arg Gin Lys Val Glu Pro Leu Arg 
55 65 70 75 

St it; 2i itJ ifu iS S S its iOi 2i Sti iti Si i 

85 90 

AAG CTG AGC CCA CTG GGC GAG GAG ATG CGC GAC TGC GCG CGC GCC CAT 
^s ^u Ser -Pro £eu Gly Glu Glu Met Arg Asp Cys Ala Arg Ala Hxs 
100 



144 



192 



240 



288 
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25 



GTG GAC GCG CTG CGC ACG CAT CTG GCC CCC TAG AGC GAC GAG CTG CGC 
Val ASP Ala Leu Arg Thr His Leu Ala Pro Tyr Ser Asp Glu Leu Arg 
115 120 

' if„ S5 s tr, s s s i^s s sf, 

130 

ii| 2S s s^. ss SS S SI s 

S ?s 51! ss IS SI ss sts as 



20 180 

TAG ACT AAG AAG CTC AAC ACC CAG TGA 

Lys ' - - 

195 



TAC AUi A/^vj — 

Tyr Thr Lys Lys Leu Asn Thr Gin 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11 



45 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) . NOMBRE DE BRINS: simple 
50 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: ^ 

(D) AUTRES INFORMATIONS:/ product = alTn2 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 



60 



ATGGGCGCGC GCGCAGTCGC GCATCTCCTC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 



384 



432 



480 



528 



57t 



60:- 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
3Q (A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

35 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: . ^ ^ ^^r.^ 

(D) AUTRES INFORMATIONS :/product= alml 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 

40 .30 

ATCGATACCG CCATGAAAGC TGCGGTGCTG 



30 
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(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 
; (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

5 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 

(D) AUTRES INFORMATIONS: /product* alm3 

10 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 

GAGGAGATGC GCGACTGCGC GCGCGCCCAT 



15 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

20 <C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE: 
25 (D) AUTRES INFORMATIONS: /product" alm4 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 



GTCGACGGCG CCTCACTGGG TGTTGAGCTT 



30 
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RFVFIVIDICATIONS 

1. Variant de l'apolipoprot6ine A-l humaine comprenant une cysteine 
en position 151. 

2. Variant selon la revendication 1 caract6rise en ce qu'il comprend la 
5 sequence peptidique SEQ ID n" 2. 

3. Variant selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce qu'il s'agit de 
I'apoA-l Paris. 

4. Variant selon les revendications 1 a 3 caract6ris§ en ce qu'il s'agit 
d'une prot6ine recombinante. 

10 5. Variant selon I'une des revendications 1 a 4 sous forme de dim6re. 

6. Variant selon la revendication 5 caract6ris6 en ce qu'il s'agit d'un 
homodim6re. 

7. Acide nucleique codant pour un variant d'apolipoprot6ine A-l selon 
I'une des revendications pr6c6dentes. 

15 8. Acide nucl6ique selon la revendication 7 caract6ris6 en ce .qu!ii 

s'agit d'un ADNc. 

• 9. Acide nucleique selon la revendication 7 caract6rise en ce qu'il 
s'agit d'un ADNg. 

10. Acide nucl6ique selon la revendication 7 caract6ris6 en ce qu'il 
20 s'agit d'uri ARN. 

1 1 . Acide nucl6ique selon I'une des revendications 7^9 caract6ris§ 
en ce qu'il comprend la sequence nucl6ique SEQ ID n" 2. 

12. Vecteur comprenant un acide nucl6ique selon I'une des 
revendications 7^11. 
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13. Vecteur selon la revendication 1 1 caract6ris6 en ce qu'il s'agit d'un 
vecteur viral. 

14. Vecteur selon la revendication 11 caract6ris6 en ce qu'il s'agit d'un 
vecteur chimique. 

5 15. Adenovirus recombinant defectif comprenant, ins6re dans son 

g6nome, un ADN codant pour un variant de l'apolipoprot§ine A-l selon la 
revendication 1. 

16. Cellule modiflee genetiquement par insertion d'un acide nucl6ique 
selon la revendication 7, 

10 17. Implant comprenant des cellules de mammiferes genetiquement 

modififees par insertion d'un acide nucl6ique selon la revendication 7 et une 
matrice extracellulaire. 

18. Composition pharmaceutique comprenant un variant de 
l'apolipoprot6ine A-l selon Tune des revendications 1 a 6, et/ou un acide 
15 nucl6ique selon la revendication 7, et/ou un vecteur selon la revendication 
12 et/ou une cellule genetiquement modifiee selon la revendication 16. 
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Figure 1 



FEUILLE DE REMPLACEMENT {REGLE 26) 
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Figure 2 



FEUILLE DE REMPUCEMEMT (REGLE 26) 
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Figure 3 



FEUJLLE DE ^EMPLACEMENT (REGIE 26) 
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Figure Aa 
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Figure 4b 

FEU1LLE DE REMPUCEMENT (REGIE 26} 
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Figure 4c 
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Figure Ad 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Figure 4e 
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Figure Af 



FEUiLLE DE REMPLACEMENT (REGIE 26) 
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Figure 5 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGIE 26) 
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Figure 6b 
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